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Transmembrane  anion  transporters  (anionophores)  have  potential  for  new  modes  of 
biological activity,  including therapeutic applications. In particular they might replace the 
activity of defective anion channels in conditions such as cystic fibrosis. However, data on 
the biological  effects of  anionophores  is  scarce,  and  it  remains uncertain whether  such 
molecules are fundamentally toxic. Here we report a biological study of an extensive series 
of powerful anion carriers. Fifteen anionophores were assayed in single cells by monitoring 
anion  transport  in  real  time  through  fluorescence emission  from halide‐sensitive yellow 
fluorescent  protein.  A  bis‐(p‐nitrophenyl)ureidodecalin  showed  especially  promising 
activity, including deliverability, potency and persistence. Electrophysiological tests showed 
strong effects in epithelia, close to those of natural anion channels. Toxicity assays yielded 





The  transport  of  anions  across  cell  membranes  has  become  an  important  goal  for 
supramolecular chemistry1‐4.  It is well‐known that cation carriers (cationophores) can serve 
as  antibiotics  and  toxins5,6,  and  it  seems  likely  that  anion  carriers might  also  show useful 
biological activity.  However, suitable anionophores have only recently become available7‐10, 
and  the  nature  of  their  biological  effects  is  still  in  question.    A  particular  hope  is  that 
anionophores might be used to replace the activity of endogenous anion channels which are 
missing or defective11,2.  Such deficiencies underlie a number of medical conditions including 






the  cells.   However, while a wide  variety of anionophores have been  studied  in  synthetic 
membranes (principally large unilamellar vesicles, or LUVs), the range of systems subjected to 
biological  investigations  is  still  quite  limited.    Moreover,  from  the  point  of  view  of  CF 
treatment, the results thus far have been mixed.   On the positive side, a few systems have 
been  tested  in whole  cells,  epithelia  or  (in  one  case)  genetically modified mice14,  using 
electrophysiological methods such as patch‐clamp and Ussing chamber, and shown to induce 





Less  encouragingly,  a  number  of molecules  showing  anion  transport  in  LUVs  have  tested 
positive  for  anti‐cancer  cytotoxicity  (potentially  valuable,  but  incompatible  with  CF 
treatment)8,21‐25.  Many of these systems, including the well‐studied prodigiosin 226, transport 
protons as well as anions8,21‐23.  Intracellular acidification can lead to apoptosis26, so in these 
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from hydrogen bond donor groups mounted on alicyclic  scaffolds  (see  for example Figure 
4 
1)10,27.  Scaffolds include steroids18,28,29, trans‐decalins30,31 and substituted cyclohexanes32, and 
the  common  design  motif  is  the  positioning  of  axially‐directed  H‐bond  donors  in  1,5‐












is  well‐established,  but  not  so  convenient  for  screening  large  numbers  of  compounds.  




13, which  shows  special promise.   We  confirm  that  13  is  also highly  active  in  the Ussing 
chamber assay, giving currents which compare well with natural  levels of anion  transport.  
Finally, we show  that 13 exhibits no or minimal  toxicity  towards  three epithelial cell  lines, 































































to  anions  because  they  lack  key  epithelial  ion  channels  (including  cystic  fibrosis 
transmembrane conductance regulator (CFTR), the channel defective  in CF38).   However,  in 
the presence of an anionophore, iodide influx occurs leading to YFP fluorescence quenching 





NaI  were  added,  a  steady  decay  was  observed  (blue  trace;  presumably  due  to 
photobleaching).    If the cells were treated with  just POPC, and then  iodide was added, the 
decay profile was almost unchanged (red trace).   However, several of the compounds from 
Figure 1  gave  a  clear  response.    For example,  after  treatment of  the  cells with 12 or 13, 
8 
addition  of  iodide  caused  a  pronounced  increase  in  fluorescence  decay  rates  (green  and 






To  quantify  anion  transport  by  different  anionophores, we  fitted  first  order  exponential 
functions to the first 2 minutes of the  I−‐induced fluorescence decay to measure the  initial 
slope, averaging the values over multiple cells (typically 10‐65 from at least three independent 








presumably a major  issue.   The steroidal cholapods are surprisingly  inactive.   Only the bis‐
thiourea 10, which  is extremely effective  in LUVs, shows substantial activity  in the YFP‐FRT 
cells.   The contrast between 7 and 13  is especially  striking –  in LUVs  their performance  is 












POPC  can  compensate  to  some  extent  for  poor  intrinsic  deliverability,  by  forming water‐
soluble aggregates with lipophilic anionophores.  However, when DMSO is used as the vehicle 







13  prompted  a  more  detailed  study  of  this  anionophore.    Figures  3a  and  b  show  the 
relationship  between  the  concentration  of  13  and  anion  transport.   At  all  concentrations 
tested, the initial slope determined in the presence of the anionophore was greater than that 








and  finally  washed  with  iodide‐free  PBS  for  25  minutes.    Subsequently,  the  cells  were 
subjected  to  repeated cycles of NaI  followed by PBS.   Figure 3c  shows  the  time course of 
fluorescence  in one of  the  cells which underwent  five  cycles of NaI  followed by PBS.   All 
NaI/washing  cycles  produced  dips  in  fluorescence  which  were  superimposed  on  the 




















membrane under  identical  conditions  to  those used  to  study CFTR, we permeabilised  the 
basolateral membrane with nystatin and  imposed a  large Cl− concentration gradient across 
epithelia.   Representative  recordings of apical membrane Cl− current  (IClapical) are shown  in 


























2H‐tetrazolium)  (XTT).   The results are summarised  in Figure 5a.   Decalin 12 showed some 
signs  of  cytotoxicity,  albeit  not  statistically  significant,  towards  FRT  and HeLa  cells  at  the 
highest  levels used (10 and 30 μM), but 13 gave negative results throughout.    It should be 








It  is  interesting  to compare  these  results  to  those obtained by Sessler and co‐workers  for 






























therapeutic  agents  (e.g. mucolytics,  DNase  and  anticholinergics)45 might  be  necessary  to 
optimise  anionophore  delivery  to  respiratory  epithelia,  while  modulation  of  basolateral 




specific  targeting.   As a preliminary step, we have established  that  the presence of serum 










across  cell membranes,  induced  by  synthetic  anion  carriers, without  the  requirement  for 
specialist electrophysiological apparatus.   The method has been used  to show  that certain 

































Fluorescence  microscopy),  sonicated  for  30  seconds,  and  stirred  for  1  h,  after which  the 
mixture was frozen and thawed 10x.  The resulting vesicle solution was diluted with PBS to 10 
















Fluorescence  microscopy.  Anionophore‐mediated  anion  transport  by  YFP‐FRT  cells  was 









































2.  Davis,  A.  P.,  Sheppard, D. N. &  Smith,  B. D. Development  of  synthetic membrane 
transporters for anions. Chem. Soc. Rev. 36, 348‐357 (2007). 
3.  Davis,  J.  T.,  Okunola,  O.  &  Quesada,  R.  Recent  advances  in  the  transmembrane 
transport of anions. Chem. Soc. Rev. 39, 3843‐3862 (2010). 











































22.  de  Grenu,  B.  D.  et  al.  Synthetic  prodiginine  obatoclax  (GX15‐070)  and  related 








26.  Davis,  J.  T.  Anion  binding  and  transport  by  prodigiosin  and  its  analogs.  Topics  in 
Heterocyclic Chemistry 24, 145‐176 (2010). 
27.  Brotherhood,  P.  R. & Davis,  A.  P.  Steroid‐based  anion  receptors  and  transporters. 
Chem. Soc. Rev. 39, 3633‐3647 (2010). 
21 









31.  Valkenier, H.  et  al.  Preorganized  bis‐thioureas  as  powerful  anion  carriers:  chloride 
transport  by  single molecules  in  large  unilamellar  vesicles.  J. Am.  Chem.  Soc.  136, 
12507–12512 (2014). 






34.  Clare,  J.  P.  et  al.  Substrate  discrimination  by  cholapod  anion  receptors:  geometric 










38.  Sheppard, D. N.,  Carson, M.  R., Ostedgaard,  L.  S., Denning, G. M. & Welsh, M.  J. 
Expression  of  cystic  fibrosis  transmembrane  conductance  regulator  in  a  model 
epithelium. Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 266, L405‐L413 (1994). 
39.  Lipinski,  C.  A.,  Lombardo,  F.,  Dominy,  B.  W.  &  Feeney,  P.  J.  Experimental  and 
computational approaches to estimate solubility and permeability  in drug discovery 
and development settings. Adv. Drug. Deliver. Rev. 46, 3‐26 (2001). 
40.  Cutting,  G.  R.  Cystic  fibrosis  genetics:  from  molecular  understanding  to  clinical 
application. Nat. Rev. Genet. 16, 45‐56 (2015). 













































Figure  1  |  Structures  of  anionophores.    Formulae  for  compounds  4‐18  and  X‐ray  crystal 
structure of the complex of 13 with Me4N+Cl− (shown from two angles).  The chloride anion 






















Figure  3  |  Anion  transport  by  the  decalin  bis‐urea  13  is  concentration‐dependent  and 
persistent.  a, Representative time courses of cell fluorescence from YFP‐FRT cells treated with 
increasing concentrations of 13  in DMSO (0.1% v/v) and DMSO (0.1% v/v) only.   During the 












Figure  4  |  Anionophores  generate  persistent  apical membrane  Cl−  currents  in  YFP‐FRT 








CFTR  recorded  under  identical  conditions  to  those  used  to  study  anionophore‐generated 
IClapical.  In addition to nystatin, forskolin (FSK, 10 M) was introduced to the apical solution to 
activate  CFTR.    c, Magnitude  of  anionophore‐generated  IClapical  in  YFP‐FRT  epithelia.    The 
change  in  IClapical  produced  by  anionophores  (difference  between  baseline  after  nystatin 































4 18,33  701 7.8  1.5107  n.d. 1 n.d. 6
5 30  837 9.8  1.8108  n.d. 18 A 1
6 28  754 7.9  2.8108  n.d. 4 A ~0
7 [g]  832 8.8  2.8109  n.d. 23 A ~0
8 31  890 9.9  2.5109  n.d. 150 B 7
9 31  1026 12.0  4.5109  n.d. 450 D ~0
10 31  922 10.2  2.3109  1.7104  1760 C 20
11 31  876 7.8  1.61010  1.8104  1500 C 8
12 30  751 9.0  ~6108 [h]  8.8102  91 B 29 (18)[i]
13 [g]  569 4.5  n.d. [j] 6.8102  22 A 39 (39)[i]
14 [g]  653 6.8  n.d. [j] 6.9102  45 C 26 (5)[i]
15 [g]  719 5.4  n.d. [j] 1.3104  100 B 36
16 [g]  855 7.5  n.d. [j] 1.5104  113 C 26
17 32  865 11.4  n.d. [j] 4.0102  89 B 14






rates  seem  unaffected  by  transporter  delivery method  (preincorporation  into  LUVs  or  addition  after  LUV  preparation).    B,C,D:  external  delivery  is  less  effective  than 
preincorporation, to increasing extents (see supplementary information).  [f] The slope of measurements from cells exposed to vehicle only was subtracted from that of POPC 
(10 µM) / transporter (1 µM) mixtures.  Unless indicated, the vehicle was POPC (10 µM).  [g] Compound not reported previously.  [h] Measured for the corresponding octyl 
ester to enhance solubility in chloroform.  [i] Vehicle = DMSO (0.1% v/v).  [j] Not determined due to low solubility in chloroform. 
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